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ПОТЕНЦИАЛА 


Генетическая характеристика токсо- 
плазм (Тохоразта гопай) и других пато- 
генных простейших служит не только вы- 
ражением их наследственных свойств, но 
и критерием их изменчивости. Изучение 
генетических признаков необходимо так- 
же для установления взаимосвязей между 
признаками, определяемыми ш У1\0 и Ш у1- 
го, а также в ряде случаев для анализа сте- 
пени аттенуации штаммов паразитических 
простейших, их стабильности и ряда дру- 
гих вопросов. 

Рассматривая клетку как среду обитания 
для облигатного внутриклеточного парази- 
та - «цитоэкосистему» [2] - к числу экологи- 
ческих факторов можно отнести химиоте- 
рапевтические препараты, температурные 
воздействия , смешанные инфекции, транс- 
формацию в раковые клетки и др. факто- 
ры, приводящие к существенным изменени- 
ям в структуре популяции штаммов. 

Одним из подходов к выяснению фак- 
торов, определяющих патогенез острого 
и хронического токсоплазмоза на клеточ- 
ном уровне, является изучение спектра из- 
менчивости самого возбудителя. Об этом 
свидетельствуют также многочисленные 
штаммы токсоплазм, выделяемые от лю- 
дей и животных в различных частях земно- 
го шара и характеризующихся различной 
вирулентностью [8, 9, 10, 11, 12, 13 и др.]. 

Условия существования в природе ви- 
рулентных, маловирулентных и авирулен- 
тных штаммов, возможность взаимопере- 
ходов [5, 6, 7] степень адаптации разных 
штаммов токсоплазм к организму хозяина, 
неясные механизмы многообразия клини- 
ческих проявлений токсоплазмоза - эти и 
ряд других вытекающих отсюда вопросов 
заставляют нас особенно детально изучать 
изменчивость токсоплазм и, в частности, 
их внутри- и межштаммовые различия, что 
весьма важно для понимания многих воп- 
росов клиники, диагностики, эпидемиоло- 
гии, химиотерапии и др. 

Изучение биологических свойств ток- 
соплазм на моделях клеточных культур 


вполне оправдало себя в силу совершенно 
особых их свойств как облигатных внут- 
риклеточных паразитов [2]. В частности, 
наши эксперименты по моделированию и 
исследованию паразито-хозяинных отно- 
шений при острой и хронической инфекци- 
ях в клеточных системах [4, 5, 6] определи- 
ли ряд свойств паразита в системе паразит - 
клетка( хозяин ), связанных с различиями в 
вирулентности разных штаммов ‚ включая 
свежеизолированные: способы проникно- 
вения в клетку, типы деления токсоплазм, 
продолжительность одной генерации па- 
разита, цитопатогенное действие и др. Од- 
нако и в этих условиях изучение изменчи- 
вости токсоплазм в плане штаммовых раз- 
личий осложняется тем, что мы имеем де- 
ло с популяцией паразитов, неоднородных 
по своим биологическим и генетическим 
свойствам. Действительно, анализируя ра- 
боты, опубликованные в этом направлении 
и собственные данные, мы видим, что раз- 
личия в ритме размножения между виру- 
лентным и маловирулентными штаммами 
значительны, однако даже внутри одного 
штамма часто наблюдается некоторая ва- 
риабельность ритма размножения [2]. Со- 
вершенно естественно, что интерпретация 
этих фактов может быть многоплановой и 
связанной не только с природой изменчи- 
вости самого паразита. Тем не менее, зако- 
номерно возникает необходимость изуче- 
ния такой вариабельности токсоплазм не 
на популяциях токсоплазм, а на отдельных 
клонах или чистых линиях, полученных от 
одной токсоплазмы. 

Обнаружение не только межштам- 
мовых, но и внутриштаммовых различий 
привело нас к использованию клонально- 
го анализа свежевыделенных от человека 
и животных штаммов. С этой целью ме- 
тод бляшек(негативных колоний) в нашей 
модификации [1] впервые применен для 
клонирования токсоплазм лабораторного 
штамма в естественных условиях внутрик- 
леточного размножения ‚ изучения гене- 
тических свойств в аспекте изменчивости 
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возбудителя ‚ состава популяций штамма и 
возможной корреляции признака патоген- 
ности ш \1\о с признаками, изучаемыми в 
опытах ш уйго . На эталонном лаборатор- 
ном штамме ВН (более 40 лет пассирован- 
ном в лаборатории) нами ранее было пока- 
зано, что популяция токсоплазм состоит из 
паразитов с неодинаковой степенью пато- 
генности для белых мышей при интрапери- 
тонеальном пути заражения [1,2]. Не было 
установлено корреляции между признаком 
патогенности и размером бляшек, образу- 
емых токсоплазмами под агаром. При пос- 
тановке метода бляшек в разных темпера- 
турных режимах выяснено, что токсоплаз- 
мы обладают способностью размножать- 
ся под агаром при непермиссивной темпе- 
ратуре (42° С) и некоторые др. Изученные 
генетические признаки токсоплазм старо- 
го лабораторного штамма могут служить 
контролями при сравнительном изучении 
свежевыделенных штаммов. 

Целью проведения данного экспери- 
ментального исследования было сравни- 
тельное изучение клонального состава по- 
пуляций свежеизолированных от человека 
и животных штаммов токсоплазм, выде- 
ления чистых линий из популяций данных 
штаммов и изучение их по показателям 
морфологической характеристики образу- 
емых бляшек (5-признак) и вирулентности 
для белых мышей при интраперитонеаль- 
ном пути заражения; изолирование кло- 
нов разной вирулентности и изучения их 
по следующим признакам ш уйго: инвази- 
онность, ритм размножения и степень ци- 
топатогенного действия в клеточных куль- 
турах. Предполагалось также установле- 
ние степени корреляции признаков ш уйго 
с таковыми ш У1уо, в частности признаком 
патогенности для белых мышей. 

Материалы и методы 

Возбудитель и штаммы. Были ис- 
пользованы 3 штамма разной вирулент- 
ности для белых мышей $\15$: штамм «Р», 
вирулентный, изолированный от 2-месяч- 
ного ребенка с гидроцефалией и некро- 
тическим энцефалитом (Чехия, д-р Хо%ег 
М.); штамм МА, маловирулентный, изоли- 
рованный от зайца в Чехии; штамм АЖ-4, 
изолированный нами из крови ребенка при 
реактивации врожденного токсоплазмоза. 

Клеточные культуры. После скри- 
нинга разных гетероплоидных линий кле- 
ток были отобраны первичные культуры 
клеток эмбриона свиньи (ПЭС), перевива- 
емая линия клеток легкого эмбриона ко- 
ровы (ЛЭК), первичные культуры кури- 
ных фибробластов (КФ). 


Заражение клеточных культур прово- 
дилось эндозоитами из перитонеального 
экссудата мышей, зараженных интрапери- 
тонеально эндозоитами или цистозоитами 
разных штаммов в соотношении парази- 
тов и клеток 1:10. 

Цитологические препараты фиксиро- 
вались и окрашивались в динамике разви- 
тия инфекции по разработанной нами ра- 
нее методике [2] и просматривались в све- 
товом микроскопе с использованием им- 
мерсионного объектива и фазово-контрас- 
тного устройства. 

Метод бляшек (негативных колоний) 
в нашей модификации для исследования 
мутаций токсоплазм разработан и описан 
нами ранее [1]. 

Результаты и обсуждение 

Было проведено сравнительное изуче- 
ние популяций 3* свежеизолированных от 
человека и животных штамма (МА, АЖ- 
4, Р) с точки зрения возможной разнока- 
чественности этих популяций по призна- 
кам размера бляшек ($-признак) и пато- 
генности для белых мышей при интапери- 
тонеальном пути заражения. Данный на- 
бор штаммов был обусловлен проявлени- 
ем этими штаммами разной степени пато- 
генности для белых мышей и клеточных 
культур. 

Изучение популяций вышеперечислен- 
ных штаммов токсоплазм показало, что 
бляшки, образуемые ими под агаром, име- 
ли ряд общих признаков: округлую фор- 
му, четкие края и одинаковый размер в мо- 
мент появления (0,2-0,3 мм), который уве- 
личивался в соответствии с длительностью 
инкубации до 1,0-1,1 мм, как и в популяции 
лабораторного штамма КН. Однако появ- 
ление негативных колоний у 3 свежеизо- 
лированных штаммов не было одновре- 
менным: меньшая часть бляшек (0-30% - в 
зависимости от штамма) обнаруживалась, 
как обычно, через 4-6 суток после зараже- 
ния, а большинство бляшек появлялось че- 
рез 12-14 дней после инфицирования моно- 
слоя, что было связано с более длительной 
1аг-фазой и более медленным темпом раз- 
множения этих клонов. 

С целью исследования возможной взаи- 
мосвязи обнаруженных различий и состава 
популяций по признаку патогенности для 
белых мышей и культур клеток проведе- 
но изучение составляющих их клонов, для 
чего изолировались все бляшки с каждого 
флакона соответствующего десятикрат- 
ного разведения инокулюма. Таким обра- 
зом, было изолировано 112 клонов штам- 
ма МА, 72 клона - АЖ-4 и 57 клонов виру- 
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лентного штамма Р. Предварительное тит- 
рование указанных клонов по признаку па- 
тогенности для белых мышей при интра- 
перитонеальном пути заражения выявило 
разную вирулентность изолируемых бля- 
шек - клонов, что показано в сводной таб- 
лице (табл. 1). 

Таким образом, в популяции штам- 
ма МА удельный вес сильновирулент- 
ных клонов составлял 60,7%, в популяции 
штамма АЖ-4 - 0%, а в популяции штам- 
ма Р - 877%. Не обнаружено корреляции 
размера бляшек и признака патогенности 
для белых мышей при интраперитонеаль- 
ном пути заражения (г=0,117, с вероятнос- 
тью 99%). 

Следующим этапом было изучение от- 
личающихся по вирулентности клонов с 
точки зрения уже аппробированных нами 
признаков для лабораторного штамма ВН: 
инвазионности, ритма размножения и ха- 
рактера цитопатогенного действия. 

Учитывая обнаруженную особенность 
культур КФ и ЛЭК сохранять вышеуказан- 
ные признаки ш уЙго стабильными в про- 
цессе пассирования на данных клеточных 
системах, клоны были предварительно на- 
коплены в данных клеточных системах, 
что обеспечило также возможность дози- 
рования инокулированных паразитов. 

Инвазионность токсоплазм каждого 
клона оценивалась по количеству инфици- 
рованных клеток через 6 часов после зара- 
жения; ритм размножения - по количест- 
ву токсоплазм на одну инфицированную 
клетку через 6 и 19 часов после заражения; 
цитопатогенное действие оценивалось по 
4х бальной системе, где ЦПД на 4+ означа- 
ло разрушение основной массы клеток, а 
2+ - разрушение 50% клеток. 

В таблицах 1 и 2 приведены данные по 
анализу некоторых из изученных клонов 
на примере маловирулентных для мышей 
$\155 штаммов МА иАЖ-4 в соответствии 
с вышеуказанными признаками. 

Подсчет проводился на 200 клеток 
культур ЛЭК или КФ(по 10 полей зрения 


при увеличении 90х10) каждого из 3х пре- 
паратов в 3* экспериментах в соответству- 
ющие сроки (всего на 1800 клеток). 

Данные таблицы 2 приведены в качес- 
тве примера, детализирующего данные 
табл.1 по характеристике 59 клонов штам- 
ма МА, обнаруживших разную степень па- 
тогенности для белых мышей и культур 
клеток ЛЭК. 

На основании полученных все изучен- 
ные клоны маловирулентного для мышей 
штамма МА могут быть разделены на 3 
группы по всем исследованным призна- 
кам ш уйго и ш муо (форма и размер бля- 
шек, цитопатогенное действие в клеточ- 
ной культуре ЛЭК и патогенность для бе- 
лых мышей $155): 

Т группа включает 24 клона (№ 9 и др., 
№ 49 идр., № 57 и др.), образующие мелкие 
бляшки округлой формы с четкими края- 
ми, не вызывающие ЦПД в культурах КФ 
и ЛЭК и авирулентные при интраперито- 
неальном пути заражения мышей (100% 
выживание мышей в течение срока наблю- 
дения 10-14 месяцев). 

П группа включает 6 клонов (№ 19 и 
др., № 28 и др.), образующих мелкие округ- 
лые бляшки с четкими границами, вызы- 
вающих частичное ЦПД в культурах КФ 
иЛЭК (0 - 1+), проявляющих незначитель- 
ную патогенную активность для белых 
мышей (гибель единичных мышей (2) че- 
рез 1 - 1,2 месяца с наличием цист в голо- 
вном мозгу). 

Ш группа включает 29 клонов (№ 8 и 
др., № 32 и др., № 33 и др., № 110 и др.), обра- 
зующих мелкие округлые бляшки с четки- 
ми контурами, вызывающих выраженное 
ЦПД в культурах КФ и ЛЭК (3 - 3+) и об- 
ладающих высокой патогенностью для бе- 
лых мышей (100% гибель через 7-11 дней). 

Однако, как и на модели лабораторно- 
го штамма ВН, мы не обнаружили связи 
разной патогенной активности указанных 
выше клонов и количества инокулирован- 
ных паразитов. Более того, развитие хро- 
нического течения инфекции у мышей и в 

Таблица 1 


Клональный состав популяций штаммов токсоплазм МА, АЖ-4 и Р по признаку размера 
бляшек и вирулентности клонов для белых мышей (Учет бляшек: 11 сутки после заражения) 


Средний раз- 
и и Кол-во силь- | Кол-во ма- мер бляшек, мм 
Иа рования рованных а р сильно-ви- | мало-виру- 
штамма клонов рулент- лент-ные 
ные клоны клоны 

МА УТ 112 78 34 1/1 0,78 
АЖ-4 1 72 0 72 - 0,95 
Р п 57 50 7 1,15 11 
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Цитопатогенная активность 59 клонов Т. гоп@й штамма МА 
в культуре ЛЭК и их патогенность для белых мышей 


Таблица 2 


ой И п с б Время наблю- 
№ клонов кулирован- нтенсив- атогенность роки гибели Е 
ных токсо- ность ЦПД для мышей | мышей (сутки) шей (мес.) 
плазм (мл) : 
8 (71,11,20, хх 
21,34, 82) 5х10? 4+ 5/5 7-8 
9 (2,4, 15, 
24.51.31) 5х10? 0 0/5 10-11 
19 (44,71) 4х103 0-1+ (0/5ххх 1-18 
28 (64, 108) 2х103 0-1+ (0/5ххх 1,2-13 1,2-13 
32 (1,3,10, 
12, 14,22, 2х10? 4+ 5 10-11 
26, 93, 107) 
33 (5, 6, 35, 
46,47) 2х10? 3-4+ 3/3 11-12 
49 (45, 53, 65, 
70, 73, 84, 103, 1,3х103 0 0/4 12-14 
109, 111, 112) 
57 (60, 75, 
83, 94,95) 2х10? 0 0/5 11-14 
110 (13, 16, а 
17.18.30) 5х103 2-3+ 5/5 9-10 


» числитель — число погибших мышей (для каждого клона), знаменатель — число зараженных мы- 


шей (для каждого клона) 
х) клоны 11, 34, 82, 26, 93, 107, 16, 17, 18 — 3/3 


=) клоны 71 и 64 — 1/5; мыши погибали только через 1-1,2 месяца с наличием цист в головном мозгу; 


ЦПДвлЛЭК -1+ 


культурах клеток отмечалось нередко при 
введении такого же (клоны 9, 2, 4, 15, 24, 27, 
ЗТ) или даже большего количества эндозо- 
итов (клоны 19,28,49 и соответствующие 
14 клонов - в скобках), чем таковое обес- 
печивающее острое течение токсоплазмо- 
за (клоны 8, 32, 33 и соответствующие 20 
клонов - в скобках). Только патогенная ак- 
тивность клонов №№ 57, 60, 75, 83, 94, 95, и 
110, 13, 16, 17, 18, 30 может, в какой-то степе- 
ни обусловливаться различиями в дозиров- 
ке инокулюма. 

Таким образом, патогенная активность 
клонов и полученных из них чистых линий 
штамма МА, видимо, не находятся в пря- 
мой зависимости от 

количества инокулированных пара- 
зитов, что не отрицает важной роли до- 
зы инокулюма при оценке вирулентных 
свойств свежеизолированных штаммов. 
Популяции последних могут быть исходно 
гетерогенны и не исключается также воз- 
можность присутствия в выделяемой попу- 
ляции более, чем одного, штамма. 

Сравнительное исследование свойств 
инвазионности и ритма размножения изо- 
лируемых клонов и чистых линий прово- 
дилось на моделях штаммов МА и АЖ-4, 
причем количество инфицированных кле- 


ток (инвазионность) подсчитывалось че- 
рез 6 часов после заражения, а количество 
токсоплазм на одну клетку - через 19 ча- 
сов (штамм МА) и 24 часа после зараже- 
ния (штаммАЖ-4), что обусловливалось 
различиями в 1а?-фазе этих 2х штаммов. 

Анализируя клоны штамма МА соот- 
ветственно изучаемым сравниваемым при- 
знакам эталонного лабораторного штам- 
ма ВН (табл. 3), можно выделить следую- 
щие 4 группы клонов: 

1. клоны (116, 17, 18, 19), имеющие при- 
мерно одинаковый ритм, но сниженную 
инвазионность; 

2.клоны (20,21,23,25,29,30, 32) с одина- 
ковой инвазионной способностью, но сни- 
женным ритмом размножения; 

3.клоны (13, 14,22,26) - наиболее инва- 
зионные и отличающиеся максимальным 
ритмом деления. 

4. клоны (15, 24, 27, 28, 31) — с очень низ- 
кой инвазионностью и еще не размножаю- 
щиеся в указанные сроки. 

Зя группа культуральных линий штам- 
ма МА проявляла свойства вирулентного 
штамма ВН - наиболее выраженную пато- 
генную активность для белых мышей, вы- 
зывая их гибель через 7-10 дней после зара- 
жения с образованием большого количес- 
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тва (3-5х105) эндозоитов в перитонеальном 
эксудате мышей. Изучаемые клоны обла- 
дали стабильными свойствами в указанных 
условиях культивирования в культуре ЛЭК 
в течение 6-9 пассажей, что контролирова- 
лось на всех пассажах заражением белых 
мышей и титрованием методом бляшек. 
Заключение 

Таким образом, на основании метода 
негативных колоний, впервые разработан- 
ного нами как метод клонирования токсо- 
плазм, была показана гетерогенность кло- 
нального состава популяций 3-х свежеизо- 


лированных штаммов токсоплазм разной 
вирулентности от естественно заражен- 
ных людей и животных. 

Впервые гетерогенность структуры 
популяций свежеизолированных штаммов 
была потверждена не только разной виру- 
лентностью для мышей составляющих их 
клонов, но и корреляцией признака пато- 
генности с рядом биологических и гене- 
тических признаков, тестируемых в кле- 
точных системах ш уЙго(размер бляшек - 
$ признак, инвазионность, продолжитель- 
ность поколения). 


Инвазионность и ритм размножения эндозоитов в культуре КФ (на примере штаммов АА 
№№ клонов с 
МА АЖ-4 МА АЖ-4 МА АЖ-4 
13 1 51,3 5,0 2,0 11 
14 2 43,3 7,6 25 1,4 
15 3 3,23 1,0 1,0 1,0 
16 4 25,8 1,6 1,8 11 
17 5 31,3 13,3 22 11 
18 6 7 1,3 2. 1,0 
19 7 30,0 2,0 1,4 1,0 
20 8 53,6 13 1,4 1,0 
21 9 53,6 0,13 1,6 1,03 
22 10 77 3,0 2,2 1,03 
23 11 62,5 13 11 1,03 
24 12 1,6 0,6 1,0 1,0 
25 13 44 12,3 2 1,03 
26 14 62 1,3 2,0 1,0 
27 15 4 0,6 1,01 11 
28 16 3,3 1,0 1,03 1,03 
29 17 42,6 1,6 1 1,0 
30 18 44 1,6 1,3 12 
31 19 1,3 2,0 1,0 2,0 
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ОСОБЕННОСТИ ОТБОРА ПРОБ 
КЛИНИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ОТ СОБАК ДЛЯ 
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ 


Введение 

В ветеринарной лабораторной практи- 
ке бактериологическая диагностика (мик- 
робиологический анализ) занимает одно 
из главных мест. 

Обнаружение патогенных микробов в 
присланных пробах имеет решающие зна- 
чение в выяснении причин болезни и дает 
основание для постановки диагноза и про- 
ведения целенаправленных противоэпизо- 
отических мероприятий. 

Конечной целью микробиологическо- 
го анализа является идентификация вы- 
деленной чистой культуры микроорганиз- 
мов, т.е. точное определение их видов. 

Правила взятия, хранения, и транспор- 
тировки биологического материала от жи- 
вотных для проведения бактериологичес- 
кого исследования описаны в различных 
учебных пособиях и справочникам по мик- 
робиологии, регламентированы Методи- 
ческими указаниями по лабораторной диа- 
гностике отдельных бактериальных ин- 
фекций. 

Однако специалисты ветеринарных ла- 
бораторий в повседневной работе доволь- 
но часто отмечают, что биологический ма- 
териал для исследования, был взят недо- 
статочно квалифицированно. Это может 
привести к искажению результатов иссле- 
дования и даже к невозможности проведе- 
ния микробиологического анализа. 

Данное пособие призвано устранить 
затруднения практикующих ветеринар- 


ных специалистов при взятии проб клини- 
ческого материала от мелких животных, а 
также при оформлении сопроводительных 
документов. 

Материал для микробиологических 

исследований 

Материал от больных животных от- 
бирают с целью изучения этиологической 
роли микроорганизмов в возникновении 
инфекционного процесса. В зависимости 
от локализации и клинических форм пора- 
жений исследованию подвергаются: про- 
бы крови, мочи, молока, фекалий, рвотных 
масс, гной и пунктаты из закрытых полос- 
тей, гной и отделяемое с раневых поверх- 
ностей (дренажи и т. п.) ран, выделения из 
наружных половых органов (влагалища, 
препуция), из глаз, из ушей, из носовой и 
ротовой полостей, промывные воды же- 
лудка ит. д. 

Материал необходимо брать непо- 
средственно из патологического очага. 
При вероятности возникновения сепсиса 
необходимым является одновременный за- 
бор крови. 

Правила отбора проб клинического 
материала для бактериологических иссле- 
дований 

Разнообразие материала и своеобразие 
микрофлоры отдельных тканей требует 
применения определенных методических 
приемов отбора проб. 

1. Материал от больных животных не- 
обходимо брать до лечения антибактери- 
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